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Verbessertes Verfahren zur Primer Extension Praamplifikations-PCR 



Die Erfindung betrifft ein verbessertes Verfahren zur "Whole Genome Amplification" 
(WGA), welches dazu geeignet ist. eine DNA-Analyse ausgehend von einer oder nur wenigen 
Zellen durchfuhren zu konnen. Die Verbesserung der Methode wird im wesentlichen dadurch 
erreicht. dalJ zur Amplifikation der DNA eine Mischung aus zwei DNA-Polymerasen ein- 
gesetzt wird, von denen mindestens eine Polymerase 3'-5' Exonuklease-Aktivitat besitzt. 

WGA-Methoden sind von besonderer Bedeutung auf dem Gebiet der differentiellen Tumor- 
diagnostik. Zielsetzung einer differentiellen Tumordiagnostik auf molekularer Ebene ist die 
Analyse von Nukleinsaureproben aus Einzelzellen oder Zellpopulationen, die frei von nicht 
malignen Zellen sind (Emmert-Buck et al.. 1996; Bohm und Wielang, 1997). Zur Gewinnung 
entsprechender Proben werden deshalb Zell-Sorting Methoden (Abeln et al., 1994. Barret et 
al., 1996) Mikrodissektionsmethoden (Shibataet al.. 1992. Shibataet al.. 1993. Emmert-Buck 
et al., 1994, Noguchi et al.. 1994. Zhuang et al.. 1995, Bohm et al.. 1997) und die Methode 
der Lasermikrodissektion (Schutze und Clement-Sengewald, 1994) vermehrt eingesetzt. 

Voraussetzung fur die molekulare Analyse von Einzelzellen oder Populationen geringer 
Zellzahl sind jedoch besonders sensitive Methoden der Nukleinsaureamplifikation. Nach dem 
Stand der Technik sind dazu Methoden der "Whole Genome Amplification" (WGA) beson- 
ders geeignet. Dabei handelt es sich urn Verfahren, die aus zwei aufeinanderfolgenden Am- 
plifikationsreaktionen bestehen. wobei die erste Amplifikationsreaktion unter Verwendung 
von randomisierten Primern und die zweite Amplifikation unter Verwendung spezifischer 
Primer durchgefuhrt wird. Beispielsweise kann die WGA zur Diagnose von Erbkrankheiten 
bei der Praimplantationsdiagnostik von biopsierten Blastomerzellen (Kristianson et al.. 1994, 
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Snabes et al., 1994, van der Veyer et al., 1995) oder aber bei der Pranataldiagnostik von 
kernhaltigen Erythrozyten in maternalem Blut eingesetzt werden ( Sekizawa et al., 1996). 

Nach dem Stand der Technik wird WGA bei Tumor-Biopsien in der Regel zur Analyse von 
Mikrosatelliten fur den Nachweis von Mikrosatelliten-Instabilitat oder Verlust an Hetero- 
zygotie in Tumorbiopsien eingesetzt. Die analysierte Probe muB dabei gemaB dem Stand der 
Technik jedoch soviele Zellen enthalten. daB eine mengenmaBig unverhaltnismaBige Ampli- 
fikation einzelner Allele aufgrund zufalliger Praparationsartefakte ausgeschlossen ist (Zhang 
et al., 1992, Barret et al., 1995, Cheung und Nelson, 1996, Faulkner und Leigh, 1998). Bei- 
spielsweise wurden fur eine Mikrosatellitenanalyse von FACS-sortierten aneuploiden Oeso- 
phagus-Tumorzellen in einem Ansatz etwa 1000 Zellen untersucht (Barret et al., 1995). 

Im Gegensatz zur konventionellen in-situ Hybridisation (Van Ommen et al., 1995) oder zur 
konventionellen spezifischen PCR (Becker et al., 1996) ermoglichen Verfahren der WGA 
multiple Analysen der gleichen Probe. Dabei lassen sich zwei verschiedene Verfahren unter- 
scheiden: Bei der "Degenerate Oligonukleotide Primer PCR" (DOP-PCR) werden Amplifi- 
kationsprimer mit definierten Sequenzen am 5' und am 3' Ende sowie mit einer randomisier- 
ten Hexamer-Region in der Mitte des Primers verwendet (Telenius et al., 1992). Ausgehend 
von wenig stringenten Bedingungen wahrend der ersten 5 Thermozyklen werden die darauf 
folgenden 35 Thermozyklen unter stringenteren Bedingungen mit einer hoheren Annealing- 
Temperatur durchgefiihrt, so daB wahrend dieser Zyklen nur noch vollstandig komplementare 
Primer an die zu amplifizierende DNA binden konnen. Diese Verfahren werden bei- 
spielsweise als erster Schritt vor einer in-situ Hybridisation mit Flow-gesorteten Chromoso- 
men (Blennow et al., 1992; Telenius et al., 1992; Kallionemie et al., 1994) oder auch zur 
Vergleichenden Genomischen Hybridisation CGH, Du-Manoir et al., 1993; Schlegel et al., 
1995) angewandt. 

Ein alternatives Prinzip des WGA ist die sogenannte "Primer Extension Preamplification" 
(PEP-PCR, Zhang et al., 1992). Im Gegensatz zur DOP-PCR werden kompiett randomisierte 
1 5 mer Amplifikationsprimer verwendet. Wahrend 50 aufeinanderfolgenden Thermozyklen 
erfolgt zunachst eine Denaturierung bei 92°C und daran anschlieBend eine Hybridisierung 



unter wenig stringenten Temperaturbedingungen bei 37°C, die sukzessive mit einer Rate von 
etwa 0.1 o C/Sekunde auf 55° C erhoht wird. Bei dieser Temperatur erfolgt die Polymerase 
Extensionsreaktion fur weitere 4 Minuten. 

Samtliche nach dem Stand der Technik bekannten Methoden (von Eggeling und Spielvogel, 
1995) haben jedoch den Nachteil einer nicht ausreichenden Sensitivitat, weil eine ver- 
gleichsweise grolie Zellzahl eingesetzt werden muB, urn mit einem hohen Mali an Wahr- 
scheinlichkeit ein Amplifikationsprodukt zu erhalten. Dariiber hinaus wird die Sensitivitat des 
Assays urn so starker reduziert, je langer das zu amplifizierende Fragment ist. Deshalb sind 
die nach dem Stand der Technik bekannten Methoden nur zur Amplifikation von vergleichs- 
vveise kleinen Fragmenten mit einer Lange von bis zu 580 Basenpaaren eingesetzt worden 
(Snabes et al., 1994). 

Ein weiterer wesentlicher Nachteil der nach dem Stand der Technik bekannten PEP-PCR liegt 
insbesondere darin, daB aufgrund der inharenten Fehlerrate der verwendeten Taq-Polymerase 
eine aussagekraftige DNA Mutationsanalyse bisher nicht zuverlassig durchgefuhrt werden 
konnte. Die Fehlerrate beruht darauf, daB dieVerwendung von Taq-Polymerase wahrend der 
Amplifikation zu AT/GC Transitionen im Amplifikationsprodukt fuhrt (Keohvong + Thily, 
1989). Dariiber hinaus konnen bei Verwendung von Taq-Polymerase Deletionsmutationen 
entstehen. wenn die zu amplifizierende DNA zur Ausbildung von Sekundarstrukturen fahig ist 
(Carriello et al-, 1991). Das Risiko des Erhalts von Amplifikationsartefakten ist bei der WGA 
jedoch besonders hoch, da in der Regel wahrend der 2 bis 3 Amplifikationsreaktionen mehr 
als 80 Amplifikationszyklen durchgefuhrt werden. 

Zur Vermeidung von Sequenzartefakten wahrend der Nukleinsaureamplifikation war dariiber 
hinaus nach dem Stand der Technik die Verwendung von DNA-Polymerasen mit 3 '-5 4 Exo- 
nuklease-Aktivitat bekannt (Flaman et al., 1994; Casas + Kirkpontrick, 1996). Der Einsatz 
von Polymerasen ohne 3 c -5' Exonukleaseaktivitat zur WGA fuhrt jedoch zu einer weiteren 
Reduktion der Sensitivitat des Verfahrens, da solche Polymerasen eine wesentlich geringere 
Prozessivitat als beispielsweise Taq-DNA-Polymerase besitzen. Infolgedessen besitzen die 
unter Verwendung der randomisierten Primer wahrend der Praamplifikation erzeugten Pro- 
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dukte keine hinreichende Lange, um als Matritze fur die sich anschlieBende spezifische PCR- 
Reaktion dienen zu konnen, sofern das zu amplifizierende Fragment eine bestimmte GroBe 
uberschreitet. 

Die zum Zeitpunkt der Erfindung zu losende technische Aufgabe bestand demnach darin, ein 
Verfahren zu entwickeln, mit dessen Hilfe ausgehend von einer moglichst geringen Anzahl 
von Zellen spezifische Nukleinsaurefragmente in einer hohen Qualitat, d.h. ohne Sequenzar- 
tekfakte amplifiziert und daran anschlieBend analysiert werden konnen. Die Qualitat der Am- 
plifikationsprodukte sollte zuverlassige Mutationsanalysen, Sequenzanalysen und eindeutig 
interpretierbare Mikrosatelliten Analysen ermdglichen. Diese Aufgabe wird gelost durch ein 
verbessertes Verfahren zur Primer Extension preamplification (PEP-PCR, Zhang et aL 1992). 

Gegenstand der Erfindung ist somit ein Verfahren zur Amplifikation von Nukleinsaurefrag- 
menten aus einer Probe, das aus zwei oder drei thermozyklischen Ampiifikationsreaktionen 
besteht, wobei wahrend der ersten Amplifikationsreaktion vollstandig randomisierte Primer 
verwendet werden und bei der zweiten Amplifikationsreaktion spezifische Primer verwendet 
werden, dadurch gekennzeichnet, daB zur Amplifikation der DNA eine Mischung aus min- 
destens zwei DNA-Polymerasen eingesetzt wird, von denen mindestens eine Polymerase 3 '-5' 
Exonuklease-Aktivitat besitzt. Diese Eigenschaft wird bei Polymerasen auch als Proofreading 
Aktivitat bezeichnet (Flaman et al., 1994). 

Eine Amplifikationsreaktion besteht aus ungefahr 20 bis 60 Thermozyklen, wobei wahrend 
der ersten Amplifikationsreaktion bevorzugt mindestens 40 Thermozyklen, besonders bevor- 
zugt aber mindestens 50 Thermozyklen durchgefuhrt werden. Fur die zweite Amplifikations- 
reaktion werden bevorzugt mindestens 30 Thermozyklen, besonders bevorzugt aber minde- 
stens 40 Thermozyklen durchgefuhrt. 

Jeder Thermozyklus besteht aus einer Denaturierungsphase. einer Annealingphase sowie 
mindestens einer Elongationsphase. Vorzugsweise findet die Denaturierung zu Einzelstrangen 
bei Temperaturen zwischen 90°C und 96°C statt. Die Annealingphase zur Hybridisation der 
Primer an die Target-Nukleinsaure findet vorzugsweise bei Temperaturen zwischen 30°C und 
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50°C statt. Besonders bevorzugt findet die Annealingphase zwischen 35°C und 45°C statt. 
Wahrend der ersten Amplifikationsreaktion findet die Annealingphase besonders bevorzugt 
bei ungefahr 37°C statt. Die Elongationsphase wird bei Temperaturen zwischen 50°C und 
75°C durchgefuhrt. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform findet die Elongationsphase der 
ersten Amplifikationsreaktion bei Temperaturen zwischen 50°C und 60°C statt, wobei eine 
Temperatur von ungefahr 55°C als besonders bevorzugt wird. 

Vorteilhaft fur die Ausflihrung der beanspruchten Erfindung ist ein langsamer Ubergang von 
der Annealingphase zur Elongationsphase, wobei dieser Ubergang mit einer Geschwindigkeit 
von weniger als 0,5°C/Sekunde durchgefuhrt wird. Besonders vorteilhaft ist eine Durchfuh- 
rung der Temperaturtransition mit einer Geschwindigkeit von 0,1°C/Sekunde. 

Fur die Durchftihrung der erfindungsgemaflen Methode hat es sich auch als vorteilhaft er- 
wiesen, wenn die Elongation w ahrend der ersten Amplifikationsreaktion in der Mehrzahl der 
Zyklen mit zwei oder mehr Elongationsschritten durchgefuhrt wird, wobei zunachst eine 
Elongation bei einer geringeren Temperatur und sodann die Fortsetzung der Elongation bei 
einer hoheren Temperatur durchgefuhrt wird. Auf diese Weise werden wahrend der ersten 
Amplifikationsreaktion Populationen von besonders langen Amplikons erzeugt. Vorzugsweise 
findet bei dieser Ausfuhrungsform die erste Amplifikationsreaktion bei etwa 55°C und die 
zweite Amplifikationsreaktion bei ca 65°C bis 72°C statt. wobei sich eine Temperatur von ca. 
68°C als optimal erwiesen hat. 

Die in der ersten Amplifikationsreaktion verwendeten Primer sind vollstandig randomisiert, 
d.h. es handelt sich um eine Population von einzelstrangigen Oligonukleotiden, bei denen 
jedes einzelne Nukleotid an jeder einzelnen Position aus einem der vier Nukleotidbausteine A, 
T, G oder C bestehen kann. Vorzugsweise besitzen diese Primer eine Lange von 10-20 
Nukleotiden. Besonders bevorzugt sind Primer mit einer Lange von ca. 1 5 Nukleotiden. Die 
bei der zweiten Amplifikationsreaktion eingesetzten spezifischen Primer sind dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl sie eine Sequenz aufweisen, die uber ein Bereich von mindestens 10 Nu- 
kleotiden identisch mit einer Sequenz der Target-Nukleinsaure bzw. deren komplimentarer 
Sequenz sind. Die bei einer eventuellen dritten Amplifikationsreaktion verwendeten spezi- 
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fischen Primer zur Durchfuhrung einer "nested PCR" werden nach den gleichen Kriterien 
ausgewahlt wie die Primer der zweiten Amplifikationsreaktion, wobei die mit der Target-Nu- 
kleinsaure bzw. deren Komplement identischen Sequenzen der verwendeten Primer Bestand- 
teil der in der zweiten Amplifikationsreaktion amplifizierten Sequenz sein mussen. 

Die erfindungsgemaB eingesetzte Mischung aus DNA-Polymerasen enthalt vorzugsweise eine 
thermostabile DNA-Polymerase ohne 3 '-5' Exonukleaseaktivitat wie beispielsweise Taq- 
DNA-Polymerase so wie eine weitere thermostabile DNA-Polymerase mit 3'- 5' Exonuklea- 
seaktivitat, wie beispielsweise die Pwo-DNA-Polymerase aus Pyrokokkus woesii (Boehringer 
Mannheim Katalog Nr. 1644947). Auch andere DNA-Polymerasen ohne 3'-5' Exonuklease- 
Aktivitat konnen als Bestandteil der Polymerasenmischung eingesetzt werden. 

In einer Ausfuhrungsform des beanspruchten Verfahrens handelt es sich urn ein Verfahren zur 
Amplifikation von DNA. Dabei hat es sich als vorteilhaft fur die Sensitivitat des Nachweises 
bestimmter Sequenzen erwiesen, zur Gewinnung der Proben-DNA die Zellyse des zu analy- 
sierenden Materials mit Hilfe eines enzymatischen Protease Verdaus durchzufuhren. Bei- 
spielsweise kann dazu ProteinaseK verwendet werden. 

In einer anderen Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Methode wird zunachst aus dem 
zu analysierenden Korpermaterial RNA isoliert. wobei von 1 Zelle, weniger als 10 Zellen oder 
weniger als 100 Zellen ausgegangen wird. Mithilfe einer Reversen Transkriptase Reaktion 
wird eine entsprechende cDNA hergestellt, die anschlieBend als Ausgangsmaterial fur die 
erfindungsgemaBe Primer Extension Praamplification eingesetzt wird. Vozugsweise wird die 
cDNA durch reverse Transkription von Poly-A RNA erhalten. 

Die beanspruchten Methoden sind zur Analyse von Proben aus Korpermaterial geeignet, 
welches aus einer oder nur wenigen Zellen besteht. Deshalb ist das beanspruchte Verfahren 
insbesondere auch zur Analyse von Nukleinsauren aus Gewebsschnitten geeignet. Derartige 
Gewebeschnitte konnen gleichermaBen sowohl aus Gefriermaterial als auch durch Formalin- 
fixiertes und in Paraffin gebettetes Gewebe erhalten werden. Besonders fur diese Ausfuh- 
rungsformen ist ein entsprechender Protease- Verdau von Vorteil. 



Der erfindungsgemaBe Einsatz von Polymerasenmischungen zur Primer-Extension Praampli- 
fikations-PCR fuhrt zu einer uberraschend hohen Sensitivitat des Nachweises von DNA, die 
mit Hilfe der nach dem Stand der Technik bekannten Methoden nicht erreicht werden kann. 
Gegenstand der Erfindung ist demzufolge ein Verfahren zur Amplifikation von Nukleinsau- 
refragmenten, bestehend aus zwei oder drei thermozyklischen Amplifikationsreaktionen, 
wobei wahrend der ersten Amplifikationsreaktion vollstandig randomisierte Primer verwendet 
werden und bei der zweiten Amplifikationsreaktion spezifische Primer verwendet werden, 
wobei dariiber hinaus die Probe eine Nukleinsauremenge entsprechend einem Aquivalent von 
max. 100 Zellen enthalt, welches dadurch gekennzeichnet ist, daB die Amplifikate mit einer 
Wahrscheinlichkeit von mehr als 90% gebildet werden. Insbesondere Gegenstand der Erfin- 
dung sind Verfahren, bei denen unter Einsatz eines Aquivalents von maximal 5-10 Zellen 
Amplifikate mit einer Wahrscheinlichkeit von mehr als 90% gebildet werden. In einer spe- 
ziellen Ausfuhrungsform werden bei Einsatz eines Zellaquivalents von einer Zelle Amplifi- 
kate mit einer Wahrscheinlichkeit von mehr als 50% gebildet. 

Die erfindungsgemaBe Methode ist zur Amplifikation von Nukleinsaurefragmenten mit einer 
Lange zwischen 100 und 1000 Basenpaaren geeignet. Besonders geeignet ist die Methode zur 
Amplifikation von Nukleinsaurefragmenten eine Lange von 150 und 550 Basenpaaren. 

ZusammengefaBt ermoglicht die erfindungsgemaBe Methode die Amplifikation spezifischer 
DNA-Fragmente aus Nukleinsaureproben, die aus nur einer bzw. wenigen Zellen gewonnen 
wurden, wobei gleichzeitig die Erzeugung von Amplifikationsartefakten ausgeschlossen ist 
oder zumindest minimiert wird. Gegenstand der Erfindung ist demzufolge ebenfalls die Ver- 
wendung einer erfindungsgemaB amplifizierten DNA zur Mutationsanalyse. Die Mutations- 
analyse kann in einer besonderen Ausfuhrungsform dadurch erfolgen, daB das erfindungsge- 
maB amplifizierte Nukleinsaurefragment mit Hilfe einer Sequenzierreaktion analysiert wird. 

Gegenstand der beanspruchten Erfindung ist dariiber hinaus die Verwendung der erfindungs- 
gemaB amplifizierten DNA zur Analyse von Mikrosatelliten, insbesondere bei Analyse von 
Nukleinsaureproben, die aus Gerfrierschnitten oder Schnitten aus Formalin fixiertem und in 



Paraffin-eingebettetem Gewebe gewonnenen wurden. Vorzugsweise werden bei dieser Aus- 
fuhrungsform Zellaqivalente von 5-20 Zellen eingesetzt, da bei noch geringeren Zellmengen 
eine gleichmaBige Amplifikation von Allelen des gleichen Genlocus nicht mehr gewahrleistet 
ist. Die erfindungsgemaBe Analyse der Mikrosatelliten kann sowohl der Diagnose von Mikro- 
satelliten-Instabilitat als auch zur Diagnose des Verlustes an Heterozygotie dienen (Boehm 
and Wieland, 1997). 

Bei Einsatz eines Zellaquivalents von mindestens 10 Zellen ist dariiber hinaus der Erhalt von 
Amplifikationsprodukten beider Allele mit einer Sicherheit von mehr als 90% gewahrleistet. 

Abbildung 1: Amplifikation eines 536 Bp Fragments des B-Globingens aus FACS-sortierten 
SW480 Zellen. Jeweils 10 Assays wurden mit 1, 5, 10 bzw. 100 Zellen durchgefuhrt. 
Reihe A: Verwendung einer Expand-Polymerasenmischung nach Lyse mit ProteinaseK 
Reihe B: Verwendung von Taq-Polymerase nach Lyse mit ProteinaseK 
Reihe C: vorbekannte PEP-PCR nach alkalischer Lyse 
Reihe D: DOP-PCR 

Abbildung 2: Aus Gefrierschnitten einer Blasenkarzinombiopsie mikrodissoziertes Material 
in Aliquots von ca 50, 100, 200. 500 oder 1000 Zellen. Amplifikation eines 536 Bp Fragments 
nach Lyse mit ProteinaseK (A) bzw. unter Verwendung von Taq-Polymerase nach alkalischer 
Lyse (B). 

Abbildung 3: Mikrosatellitenanalyse des Locus D2S123 der Zelllinie SW480 mit jeweils 10 
Proben, enthaltend 1. 5, 10 oder 100 Zellen. 

Abbildung 4: Mikrosatellitenanalyse des Locus D2S123 aus mikrodissoziierten Gefrier- 
schnitten einer Blasenkarzinombiopsie an Aliquots aus je ca 10, 25, 50 oder mehr als 1 .000 
Zellen. 
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Obere Gelreihe A: ErfindungsgemaBe Praamplifikation, nach enzymatischer Lyse mit Ex- 
pand-Polymerasenmischung. 

Untere Gelreihe B: Praamplifikation mit Taq-Polymerase nach alkalischer Lyse 

Abbildung 5: Mikrosatellitenanalyse des Locus D2S123 aus mikrodissoziierten Schnitten 
einer Colonkarzinombiopsie, die in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet wurden an 
Aliquots aus je ca 30, 50, 100 oder 250 Zellen. 

Obere Gelreihe A: ErfindungsgemaBe Praamplifikation, nach enzymatischer Lyse mit Ex- 
pand-Polymerasenmischung. 

Untere Gelreihe B: Praamplifikation mit Taq-Polymerase nach alkalischer Lyse 

Abbildung 6: Mutationsanalysen des P53-Gens anhand von erfindungsgemaB praamplifizier- 
ter DNA aus Mammakarzinombiopsien. 

Abbildung 7: Nachweis von Ki-ras Mutationen an CK18-gefarbten, disseminierten Tumor- 
zellen aus Knochenmark durch RFLP. DNA wurde jeweils nebeneinander unverdaut sowie 
mit Mval verdaut aufgetragen. 

Spuren 1,2,: CK18 positive Einzelzellen eines Pankreaskarzinompatienten 
Spuren 4,5: CK18 positive Einzelzellen eines Colonkarzinompatienten 
Spur 3.6,7: CK18 positive wenige Zellen eines Colonkarzinompatienten 
Spuren 8-1 1: jeweils etwa 100 ungefarbte hamapoetische Stammzellen als negative Kon- 
trolle 



Abbildung 8: Amplifikation eines 408 Bp Fragmentes des p2-Mikroglobulin-Gens unter Ver- 
wendung von aus Einzelzellen isoiierter cDNA. 

Oberes Gel: Spur 1: GroBenmarker, Hindlll verdaute Lambda-DNA; Spuren 2 bis 13: erfin- 
dungsgemafie Praamplifikations-PCR aus 12 verschiedenen Einzelzellen; Spur 14: positive 
KontroUe mit erfindungsgemaB praamplifizierter cDNA aus 5.000 Zellen; Spur 15: positive 
Kontrolle mit 1 \xg erfindungsgemaB praamplifzierter cDNA; Spur 16: positive Kontrolle mit 
l|ig nicbt praamplifizierter cDNA; Spur 17: negative Kontrolle ohne Reverse Transkriptase 
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wahrend der reversen Transkription; Spur 18: negative Kontrolle ohne Einsatz von cDNA 
wahrend der Praamplifikation. 

Unteres Gel: Spurl: GroBenmarker, Hindlll verdaute Lambda-DNA; Spuren 2 bis 13: 1/10 
Aliquots von nicht praamplifizierter cDNA aus verschiedenen Einzelzellen; Spur 14: positive 
Kontrolte mit 1 pg nicht praamplifizierter cDN A. 

Beispiel 1: 

Sensitivitat der erfindungsgemaBen Primer-Extension Praamplifkation 

Zum Vergleich der erfindungsgemaBen Methode mit aus dem Stand der Technik bekannten 
Methoden wurden Zellen der Tumorzellinie SW480 (ATCC) mit Hilfe von DurchfluBzyto- 
metrie in Aquivalente bestehend aus 1, 5, 10 oder 100 Zellen separiert. Zu diesem Zweck 
wurdea die Zellen in PBS Puffer, enthaltend 0,1, ug/ml Fluoreseindiacetat resuspendiert und 
darin filr 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei diffundiert das lipohile, nicht fluo- 
reszierende Fluoreseindiacetat durch die Zellmembran und wird anschlieBend intrazellular 
durch unspezifische Esterasen hydrolysiert,wodurch negativ geladenes, nicht mehr diffundier- 
bares Fluorescein entsteht (Endl et al., 1996, Dive et al., 1990, Ross et al., 1989). Die Fluores- 
zenzmessungen wurden mit einem FACStarplus Zell-Sorter (Becton-Dickinson) durchge- 
fuhrt> Dazu wurde die Fluoreszenz mit einem Wasser-gekuhlten Argon-Ionen-Laser bei einer 
Wellenlange von 488 nm angeregt. Die Emission wurde am FL1 Kanal unter Verwendung 
eines 51'5 nm Bandpassfilters mit einer Bandweite von 30 nm detektiert. Das Sorting wurde 
mithilfe von 20 Fluorescein-markierten Microbeads (Polysciences, Carboxy YG 4.5, War- 
rington) eingestellt. Die Ansatze wurden dreifach durchgefuhrt, wobei die Beads anschlieBend 
unter einem Fluoreszenzmikroskop ausgezahlt wurden. Von einem korrekten Sorting wurde 
ausgegangen, sofern alle drei Sortiervorgange zu einem Sortierergebnis von 20 Microbeads 
fuhrten. Die Zellanalyse erfolgte mit einer Geschwindigkeit von etwa 200 Zellen pro 
Sekursde. Das Zell-Sorting erfolgte mit einer Tropfenschubgeschwindigkeit von 25 000 Hz 
direktiin EppendorfgefaBe,die bereits den verwendeten Lysispuffer enthielten. Dabei wurden 
jeweiSs 40 Aliquots von 1, 5, 10 oder 100 Zellen hergestellt. 



Die Zelllyse erfolgte erfindungsgemaB in 10 ul High Fidelity Puffer (50 mM Tris-HCL, 
22mM (NH 4 ) 2 S0 4 2,5 mM MglL, pH 8,9) zusatzlich enthaltend 4 mg/ ml ProteinaseK sowie 
5 Vol% Tween 20 (Merck) wahrend 12 Stunden bei 48°C, wobei im AnschluB daran eine 
Inaktivierung des Enzyms fur 15 Minuten bei 94°C durchgefuhrt wurde. In Parallelansatzen 
erfolgte die Lyse gemafi dem Stand der Technik (Zhang et al. 1992) in 5 uL 200 mM KOH, 
50 mM DithiothreUol fur 10 Minuten bei 65°, wobei im AnschluB daran mit 5 ul 900 mM 
TrisHCL PH8,3, 300 mM KC1 neutralisiert wurde. 

AnschlieBend wurde fur jeweils 10 Proben eine erfindungsgemafie Praamplifkation unter 
, Verwendung von vollstandig randomisierten 15mer Primem (16 uM) mit 5 Units einer Mi- 
^ schung aus Taq-Polymerase (Boehringer Mannheim) und Pwo-Polymerase (Boehringer 
Mannheim) im Verhaltnis von 10:1 unter Standard-PCR-Pufferbedingungen ( 50 mM Tris- 
HCL, 22mM (NH 4 ) 2 S0 4 2,5 mM MglL, pH 8,9, zusatzlich enthaltend 1 mg/ml Gelatine) in 
einem Gesamtvolumen 60 ul mit folgenden 50 Thermozyklen durchgefuhrt: 



30" 



92° r 
92° 40" 

37° T 

ramp: 0,l°C/sec to 55°C 

55° 4' 

68° 30" 
go tostep 2, 49 times 

68°C 15' 



In Kontrollexperimenten wurden anstatt der erfindungsgemaB zu verwendenden Polymera- 
senmischung gemaB dem Stand der Technik 5 units Taq-Polymerase (Life Technologies) ein- 
gesetzt. wobei entweder durch alkalische Lyse oder aber durch enzymatische Lyse erhaltene 
Proben verwendet wurden. In einem weiteren Kontrollexperiment wurde nach enzymatischem 
ProteinaseK- Verdau Lyse eine DOP-PCR mithilfe des DOP-PCR Master Kits (Boehringer 
Mannheim) entsprechend dem Herstellerprotokoll durchgefuhrt. 
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In einer zweiten Amplifikationsrunde wurde ein Zehntel Aliquot (6 (il) nach Zugabe von je 
0,5 |iM Primern der Sequenz ID No. 1 und 2 ein 536 bp Fragment des B-Globin Gens in 
Gegenwart von 0,2 mM dNTP sowie 0,5 yil der jeweils gleichen Polymerase, die wahrend der 
ersten Amplifikationsrunde verwendet wurde, in einem Gesamtvolumen von 20 jul unter PCR 
Standard-Pufferbedingungen und folgenden Thermozyklen spezifisch amplifiziert: 

94°C 3 min 

94°C 1 min 1 

60°C 1 min } 50x 

72°C 1 min J 



72°C 10 min 

Die Amplifikationsprodukte wurden anschlieBend auf einem 2%igen Ethidiumbromid-ge- 
farbten Agarosegel analysiert. Wie aus Abbildung 1 ersichtlich, ist die erfindungsgemafie Pra- 
amplifikation den Methoden der PEP-PCR bzw. der DOP-PCR bezuglich der Sensitivitat bei 
der Amplifikation eines 536 Bp p-Globin-Fragments deutlich uberlegen. In den Einzelzell- 
assays wurde bei einer Praamplifikation unter Verwendung der erfindungsgemaflen Polyme- 
rasenmischung nach enzymatischer Lyse in mehr als 50% der untersuchten Zellen ein spezifi- 
sches Amplifikationsprodukt erhalten. wohingegen durch keines der anderen Verfahren ein 
Amplifikationsprodukt generiert werden konnte. 

Bei den Assays mit 5 (oder mehr) Zellen fuhrte die Verwendung der Polymerasenmischung 
nach enzymatischer Lyse bereits in alien getesten Proben zu einem Amplifikationsprodukt. 
Die Verwendung von Taq-Polymerase anstelle der Polymerasenmischung fuhrte in 70% der 
in 5-Zell-Assays zu einem Amplifikationsprodukt. Im Gegensatz dazu wurden mithilfe der 
DOP-PCR oder der vorbekannten Praamplifikationsmethode, d.h. die Verwendung von Taq- 
Polymerase nach alkalischer Lyse, nur in der Minderzahl der getesteten Zellpopulationen Am- 
plifikationsprodukte erhalten. 
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Daraus folgt, daB die erfindungsgemaBe Verwendung einer Polymerasenmischung zur Praam- 
plifikation bestehend aus Polymerase mit Proofreading- Aktivitat (3'-5'-Exonuklease) und 
einer Polymerase ohne Proofreading-Aktivitat, vorteilhaft bei der Analyse von kleinsten Zell- 
populationen bis hin zu Einzelzellen ist, weil deren Verwendung mit einem hohen MaB an 
Wahrscheinlichkeit zu einem spezifischen Amplifikationsprodukt fuhrt. Somit wird die Sen- 
sitivitat derartiger Assays signifikant erhoht. Dariiber hinaus zeigt das Experiment, daB flir 
entsprechende Assays die Durchfuhrung einer enzymatischen Zelllyse anstelle einer alkali- 
schen Lyse von vorteilhafter Wirkung ist. 

Beispiel 2: 

Praamplifikation von aus Gefrierschnitten gewonnenem Zellmaterial 

Aus einer Hamblasentumorbiopsie wurden 5^m dicke Gefrierschnitte hergestellt und mit 
Methylenblau angefarbt (Romeis, 1989). Daraus wurden Bereiche von ca 50, 100, 200, 500 
oder 1000 Zellen mikrodisseziert Die manuelle Mikrodissektion wurde unter Verwendung 
eines Mikromanipulators (Leitz; Serien Nr. 980629) und eines Invertmikroskops (Leitz, 
Labovert FS) bei 400-facher VergroBerung. AnschlieBend erfolgte wie in Beispiel 1 be- 
schrieben die Praamplifikation/ Amplifikation eines 536 Bp B-Globin Fragments. Wie in 
Abbildung 2 dargestellL erfolgt eine saturierte Amplifikation bei alien analysierten Aliquots. 
sofern die Praamplifikation erfindungsgemaB, d. h. unter Verwendung einer Expand-Polyme- 
rasenmischung nach Lyse mit ProteinaseK durchgefuhrt wird. Dagegen entstehen saturierte 
Amplifikationsprodukte bei der Verwendung von Taq-Polymerase nach alkalischer Lyse nur 
dann, wenn Aliquots von mindestens etwa 200 mikrodissoziierter Zellen eingesetzt werden. 

Beispiel 3: 

Sensitivitat der Mikrosatellitenanalyse einer Tumorzellinie 

Zellen der Zellinie SW480 (ATCC) wurden nach der in Beispiel 1 beschriebenen Methode in 
jeweils 10 Aliquots bestehend aus L 5, 10, bzw 100 Zellen separiert. ErfindungsgemaB er- 
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folgte wie in Beispiel 1 beschrfeben nach enzymatischer Lyse mit ProteinaseK eine Praampli- 
fikation mit der Expand-Polymerase-Mischung. 

Nach der Praamplifikation wurden 1/30 Aliquots fiir die Analyse des Mikrosatelliten-Locus 
D2S123 eingesetzt. Zur Amplifikation wurden 0 ? 3 Primer der Seq. Id. No. 3 und 4 unter 
PCR-Standardbedingungen verwendet (Dietmaier et al., 1997). Die PCR-Amplifikationen 
wurden in einem Volumen von 20 \i\ wie folgt durchgefiihrt: 
Denaturierung: 94°C 1 Minute 

- Annealing: 60°C 1 Minute 

- Elongation: 72°C 1 Minute 

Nach 50facher Wiederholung wurde der letzte Elongationsschritt bei 72°C fur 8 Minuten 
durchgefiihrt. 

3 |il des PCR-Produkts wurden mit 3 jal Probenpuffer (96% Formamid 1% Xylencyanol ff, 
1% Brohmphenol Blau, 10 mMol EDTApH8,0) versetzt, fur 4 Minuten bei 94°C denaturiert 
und auf einem 6,7%igen Polyacrylamid/50% Harnstoffgel fur 1 Stunde bei 1.500 Volt und 
50°C in einer Sequenziergelkammer (Biorad) gelelektrophoretisch aufgetrennt. 

Wie aus Abbildung 3 ersichtlich. zeigten die Zellen der Mikrosatelliten-stabilen Zelllinie 
SW480 einen einheitlichen Alleltypus, wobei beide Allele bei einem Einsatz von mindestens 
10 Zellen mit Sicherheit nachgewiesen werden konnten. In einem 5-Zell-Assay waren beide 
Allele noch mit etwa 80%iger Wahrscheinlichkeit detektierbar, im Einzelzell-Assay waren 
dagegen nur einzelne Allele mit einer geringen Erfolgsquote detektierbar. 

Beispiel 4: 

Mikrosatellitenanalyse an aus Gefrierschnitten gewonnenem Material 

In einem anderem Experiment wurden eine Reihe von mikrodissoziierten Zellen einer Harn- 
blasentumorbiopsie analog zu Beispiel 2 in Zellaquivalente zu jeweils ca. 10 ? 25, 50 und 
1.000 Zellen separiert und entweder alkalisch oder aber mit ProteinaseK lysiert. AnschlieBend 



wurden die Lysate analog zu Beispiel 3 zur Mikrosatellitenanalyse des D2S123 Locus einge- 
setzt. Wie in Abbildung 4 dargestellt, reicht bei Durchfuhrung einer erfindungsgemalkn Pra- 
amplifikations-PCR, d.h. bei enzymatischer Lyse mit ProteinaseK sowie Verwendung einer 
Enzymmischung aus Taq-Polymerase und Pwo-Polymerase ein Zellaqivalent von 10 Zellen 
bereits aus, um mit Sicherheit Allel-spezifische Amplifikationsprodukte zu erhalten. Beide 
Allele sind dabei gleichmaBig reprasentiert und erzeugen ein eindeutiges und auswertbares 
Bandenmuster. Dagegen fuhrt die dem Stand der Technik gemafie Methode der alkalischen 
Lyse und anschlieflender Praamplifkation mithilfe von Taq-Polymerase bei der Analyse von 
etwa 10 Zellaquivalenten zu diffusen Bandenmustern, die nicht mehr eindeutig ausgewertet 
werden konnen. 

Beispiel 5: 

Mikrosatellitenanalyse von Material aus in Paraffin eingebettetem Gewebe 

Colonkarzinomgewebe wurde mit Hematoxilin/Eosin angefarbt (Romers, 1989, S. 213), 14h 
in PBS-gepuffertem Formalin (Formalin: 3,7% Formaldehyd in PBS) fixiert, in Paraffin ein- 
gebettet und anschlieBend in 5 jam Schnitte zerlegt und auf Objektrager aufgetragen. Zur 
Entfarbung wurden die Objektrager fur 2* 1 5 min. in Xylen, 2* 10 min. in 99 ? 9% EthanoL 
2*10 min. in 96% Ethanol und 2*10 min. in 70% Ethanol gewaschen. Nach Mikrodissektion 
in etwa 30, 50, 100 und 250 Zellen wurde analog zu Beispiel 4 eine Mikrosatellitenanalyse 
durchgefuhrt. Wie in Abbildung 5 dargestellt, konnten bei Analyse eines Zellaqivalents von 
30 Zellen durch eine erfindungsgemaBe Praamplifikations-PCR, d.h. durch enzymatische 
Lyse mit ProteinaseK sowie Verwendung einer Enzymmischung aus Taq-Polymerase und 
Pwo-Polymerase, auswertbare Allel-spezifische Amplifikationsprodukte bei gleichmaBiger 
Reprasentation beider Allele erhalten werden. Dagegen fiihrt die dem Stand der Technik 
getn&Be Methode der alkalischen Lyse und anschlielienden Praamplifkation mithilfe von Taq- 
Polymerase zu diffusen Bandenmustern, die haufig nur einzelne Allele reprasentrieren. 
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Beispiel 6: 

P5 3 -Mutationsanaly se 

Urn die Fehlerrate der Methode der verbesserten PEP-PCR mit anschlieGender Gen-spezifi- 
scher PCR-Amplifikation zu bestimmen, wurden genomische Regionen des P53 Gens (Exon7 
bzw. Exon8) aus 8 verschiedenen Mammakarzinomen analysiert. Dazu wurden sogenannte 
"Touch Praparationen" (Kovach et al., 1991) hergestellt. Analog zu Beispiel 2 wurden 
Zellcluster von etwa 50-60 Zellen mikrodisseziert, die anschlieBend erfindungsgemaG enzy- 
matisch lysiert und praamplifiziert wurden. Danach wurde eine P53-spezifische PCR durchge- 
fuhrt. Als Kontrollreaktion wurde jeweils nicht praamplifizierte DNA unter den gleichen Be- 
dingungen amplifiziert. Die spezifische Amplifikation erfolgte unter Standardbedingungen in 
einem Reaktionsvolumen von 50 |il (200nM dNTPs, 1.25 U Expand-Polymerase (Boehringer 
Mannheim), 1,5 mM (Exon7) bzw 2 mM (Exon8) MgCUsowie jeweils 0,4 (iM 
Amplifikationsprimern mit folgenden Thermozyklen: 

Ix 94°C 2 min 
35x 94°C 1 min 

50°C 2 min 

72°C 3 min 
lx 72°C 10 min 

Im Falle einer notwendigen nested PCR wurden 2 |il der ersten PCR-Reaktion eingesetzt. 
Folgende Primer wurden in verschiedenen Amplifikationsreaktionen eingesetzt: 

Seq. ID. No. 5 Exon7 first round up 5 f AAAGGCCTCCCCTGCT 3' 

Seq. ID. No. 6 Exon7 first round down 5 1 GAGCAGTAAGGAGATT 3' 

Seq. ID. No. 7 Exon7 sec. round up 5' CTCCCCTGCTTGCCA 3' 
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Seq. ID. No. 8 
Seq. ID. No. 9 
Seq. ID. No. 10 
Seq. ID No. 11 
Seq. ID No. 12 



Exon7 see. round down 



5' GATGGGTAGTAGTATG 3* 



Exon8 first round up 



5' GACAGGTAGACCTGAT 3' 



Exon8 first round down 



5* TCTGAGGCATAACTGC 3' 



Exon8 sec. round up 



5' AGACCTGATTTCCTTAC 3' 



Exon8 sec. round down 



5' TAACTGCACCCTTGGTC 3' 



Die Amplifikationsprodukte wurden mit der Cycle-Sequencing Methode unter Verwendung 
des "PRISM ready dye terminator sequencing Kits'' und AmpliTaqFS Polymerase (Applied 
Biosystems) sequenziert. Dazu wurden die amplifizierten DNA-Fragmente zunachst mit Poly- 
ethylenglykol prazipitiert. 50- 150 ng des Prazipitats wurden mit je 3 ? 2 pmol eines Se- 
quenzier-Primers (Seq. ID. No. 5-12) und 8,0 jal Pra-mix ? enthaltend Puffer, Farbstoff-mar- 
kierte ddNTPs, dNTPs und Ampli-Taq-FS/Pyrophosphatase, versetzt. Nach einer Denatu- 
rierung bei 96° fur 2 Min. wurden die Reaktionen uber 25 Zyklen folgendermaflen inkubiert: 

96°C/15 Sek., 
50°C/15Sek., 
60°C/4 Min. 

AnschlieBend wurden die Proben Ethanol-prazipitiert, getrocknet und in 2 jal Probenpuffer 
resuspendiert (5:1 deionisiertes Formamid. 0,05 Mol EDTA. PH8.) ; fur 2 Minuten bei 92°C 
erhitzt und anschlieBend auf einen Applied-Biosystem 373 Sequenzierapparat geladen. 

Ein Vergleich der Sequenzanalysen von erfindungsgemafi praamplifizierter DNA mit DNA 
des gleichen Patienten, welche direkt zur Sequenzierung eingesetzt wurde, ergab in keinem 
der untersuchten Patienten einen Unterschied. Die Position und die Art der identifizierten 
Mutationen sind in Abbildung 6 exemplarisch dargestellt. Abbildung 6 zeigt eine heterozy- 
gote 8-Basenpaardeletion in Exon7 (6a) eine homozygote C/G-G/C-Transversion (6b) eine 
heterozygote A/T-/T/A-Transversion (6c) und eine heterozygote A/T-C/G-Transversion in 
Exon8 (6d) nach erfindungsgemaCer Primer-Extension Praamplifikation.Weitere Mutationen 
wurden nicht gefunden. Daraus folgt ? dafl eine erfindungsgemaBe Praamplifikation mit einer 
Enzymischung aus Taq-Polymerase sowie einer Polymerase ohne Proofreadingaktivitat nicht 
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nur zu einer erhohten Sensitivitat von Amplifikationsreaktionen und Mikrosatellitenanalysen 
fiihrt, sondern auch, daB die Amplifkationsprodukte hinsichtlich ihrer Sequenz keine Fehler 
aufweisen und deshalb zur Mutationsanalyse eingesetzt werden konnen. 



Beispiel 7: 

Analyse disseminierter Tumorzellen durch RF LP am Beispiel von Ki-ras 

10 ml punktiertes Knochenmarksaspirat von Pankreastumorpatienten oder Kolonkarzinompa- 
tienten wurde ubereinen Ficoll-Dichtegradieten gereingt. Insgesamt 2xl0 6 Knochenmarks- 
zellen wurden mit einem Anti-CK18-Antik6rper (Klon CK2, Boehringer Mannheim) 
entsprechend dem Herstellerprotokoll immunhistochemisch angefarbt. CK18-positive Zellen 
wurden als Einzelzellen oder in Klustern mit sehr geringen Zellzahlen von den Zytospots mit 
eihem Laser Mikrodissector (Schutze, 1994) mikrodissektiert. Dann wurde erfindungsgemaB 
analog zu Beispiel 1 enzymatisch mit ProteinaseK lysiert und eine Praamplifikation unter 
Verwendung einer Mischung aus Taq-Polymerase und Pwo-Polymerase (Mischungsverhaltnis 
10:1) durchgefuhrt 

Die Analyse des Restiktions-Fragment-Langenpolymorphismus erfolgte nach dem Protokoll 
von Trumper durch Anreicherungs-PCR (Triimper et al., 1994): dazu wurde ein 157 bp Frag- 
ment der Ki-ras Gens aus einem Zehntel des Ansatzes einer erfindungsgemaBen Praamplifi- 
kations PCR mit je 0,5 \xM der Primer 5 4 BstNI (Seq. ID. No. 13) und 3'WT (Seq. ID. No. 14) 
in einem Volumen von 50 |il in 16 Thermozyklen bei einer Annealingtemperatur von 57°C 
mit 1U Expand HiFi Polymerase amplifiziert. AnschlieBend wurde jeweils ein 16 \i\ Aliquot 
in einem Volumen von 20 ^1 mit 20 U Mval (BstNI Isoschizomer) verdaut. Jeweils 20 |il 
Mval verdautes Fragment sowie 10 [il unverdautes Fragment wurden in einer zweiten PCR 
unter Verwendung von je 0,5 |iM 5 ' BstNI Primer sowie 3 'BstNI Primer (Seq. ID. No. 15) in 
einem Gesamtvolumen von 50 pi wahrend 35 Thermozyklen bei einer Annealingtemperatur 
von 60°C amplifiziert. AnschlieBend wurden 30 |il des Ansatzes mit Mval verdaut und nach 
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Zusatz von 7 |il nicht denaturierendem Probenpuffer gelelektrophoretisch auf einem 
nichtdenaturierenden 10%igen Polyacrylamidgel analysiert. 

Wie in Abbildung 7 dargestellt, konnte DNA aus alien Proben erfolgreich amplifiziert wer- 
den. Die Existenz von DNA Fragmenten mit einer Grofle von 143 bp nach Mval Verdau weist 
die Mutation in samtlichem untersuchtem Tumormaterial nach (Spuren 1-7). Samtliche Kon- 
trollreaktionen mit DNA aus nicht durch Anti-CK-18 anfarbbaren Zellen (Spuren 8-11) fuhren 
dagegen zu einem nicht mutierten 1 14 bp Produkt. Somit wurde erstmals eine Methode ent- 
wickelt, mit deren Hilfe mehrere Mutationen aus einer vereinzelten, disseminierten 
Tumorzelle mit einer hohen Nachweisequote zweifelsfrei diagnostiziert werden konnen. 

Beispiel 8: 

Praamplifikation von revers-transkribierter RNA 

Kolorektalkarzinomzellen der Zellinie Lovo (ATCC) wurden mit Hilfe eines Fluoreszenz- 
aktivierten Cell-Sorters vereinzelt. Aus den einzelnen Zellen wurde Poly (A) RNA mit Hilfe 
des Dynabeads mRNA Direct Kit (Dynal, Hamburg) isoliert. Der gesamte Ansatz wurde mit 
Hilfe von Superscript RNaseH" reverser Transkriptase (Life Technologies) unter Verwendung 
von Oligo(dT) Primern revers transkribiert (20 |il gemaB Hersteller). Die daraus resultierende 
cDNA (20 jj.1) wurde als Template fur eine erfindungsgemafie Praamplifikation entsprechend 
dem unter Beispiel 1 beschriebenen Praamplifizierungs-PCR Protokoll eingesetzt. 1/30 der 
auf diese Weise praamplifizierten cDNA wurde anschlieBend als Template zur Amplifikation 
eines spezifischen 408 bp Fragmentes des (32-Microglobulingens eingesetzt. In einer entspre- 
chenden Kontrollreaktion wurden jeweils 1/10 Aliquots der cDNA zur Amplifikation einge- 
setzt. Die PCR wurde dazu nach Standardbedingungen bei einer Anneal ingtemperatur von 
60°C, 50 Zyklen sowie in Gegenwart von 0,2 mMol dNTP, 5 (iMol PCR-Primern (Sequenz 
ID-Nr. 16 und 17) und 0,54 Units Expand Hifi-Polymerase in einem Volumen von 30 jil 
durchgefuhrt. Wie aus Abbildung 7 ersichtlich, konnte ein Amplifikationsprodukt aus 
praamplifizierter cDNA in 9 von 12 analysierten Einzelzellen erhalten werden, wohingegen 
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die Verwendung von nicht erfindungsgemaB praamplifizierter DNA 2x1 keinen nachweisbaren 
Amplifikationsprodukten fuhrte. 



m 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN : 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhof er s tr . 116 

(C) ORT: Mannheim 

(E) LAND: DE 

(F) POSTLEITZAHL: 68305 

(G) TELEFON: 06217591456 

(H) TELEFAX: 06217594457 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Verbessertes Verfahren zur Primer 
Extension Praamplif ikations-PCR 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 17 

(iv) COMPUTER-LESBARE FAS SUNG : 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBS SYSTEM : PC-DOS /MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

( 1 ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 22 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

GGTTGGCCAA TCTACTCCCA GG 
22 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

GCTCACTCAG TGTGGCAAAG 
20 
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(2) AN GAB EN ZU SEQ ID NO: 3: 

( 1 ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) ST RANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 

AAAC AG GAT G CCTGCCTTTA 
20 

(2) AN GAB EN ZU SEQ ID NO: 4: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) ' TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 

GGACTTTCCA CCTATGGGAC 
20 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

( 1 ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 16 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 

AAAGGCCTCC CCTGCT 
16 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 16 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO 
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GAGCAGTAAG GAG ATT 
16 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

(iV SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 15 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 

CTCCCCTGCT TGCCA 
15 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

(1) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 16 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 

GATGGGTAGT AGTATG 
16 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 16 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 

GACAGGTAGA CCTGAT 
16 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 16 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 

TCTGAGGCAT AACTGC 
16 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

( 1 ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 17 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 

AGACCTGATT TCCTTAC 
17 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

(1) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 17 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUsLS : Genom-DNA 

xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO 

TAACTGCACC CTTGGTC 
17 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 30 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO 

ACTGAATATA AACTTGTGGT AGTTGGACCT 
30 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 
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(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 

TCAAAGAATG GTCCTGCACC 
20 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15: 

( 1 ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO 

TCAAAGAATG GTCCTGGACC 
20 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 16: 

(1) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 21 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO 

GGCATTCCTG AAGCTGACAG C 
21 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 17: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 23 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO 

CTCCATGATG CTGCTTACAT GTC 
23 
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Anspruche 

1 . Verfahren zur Amplifikation von Nukleinsaurefragmenten aus einer Probe, das aus 
zwei oder drei thermozyklischen Amplifikationsreaktionen besteht, wobei wahrend der 
ersten Amplifikationsreaktion vollstandig randomisierte Primer verwendet werden und 
bei der zweiten Amplifikationsreaktion spezifische Primer verwendet werden, dadurch 
gekennzeichnet, 

daB zur Amplifikation der DNA eine Mischung aus mindestens zwei DNA Polymera- 
sen eingesetzt wird, von denen mindestens eine Polymerase 3 '-5 6 Exonuklease-Akti- 
vitat besitzt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet, 

daB wahrend der ersten thermozyklischen Amplifikationsreaktion in der Mehrzahl der 
Zyklen zwei oder mehrere Elongationsschritte bei verschiedenen Temperaturen durch- 
gefiihrt werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1-2, dadurch gekennzeichnet, 

daB die Probe durch eine Zell-Lyse mit Hilfe eines enzymatischen Protease-Verdaus 
gewonnen wird. 



/ 



Verfahren nach Anspruch 1-2, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Probe aus einem Pool von cDNAs besteht. 



4. 



5. 



Verfahren nach Anspruch 1-4, dadurch gekennzeichnet, daB 

die eingesetzte Nukleinsaure aus Gewebeschnitten gewonnen wird. 



6. 



Verwendung von DNA, die nach Anspruch 1-5 amplifiziert wurde, zur 
Mutationsanalyse. 



7. Verwendung von DNA, die nach Anspruch 1-5 amplifiziert wurde, als Matritze fur 
Sequenzierreaktionen. 
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Verwendung von DNA, die nach Anspruch 1-5 amplifiziert wurde, zur Analye von 
Mikrosatelliten. 

Verfahren zur Amplifikation von Nukleinsaurefragmenten aus einer Probe, das aus 
zwei oder drei thermozyklischen Amplifikationsreaktionen besteht, wobei wahrend der 
ersten Amplifikationsreaktion vollstandig randomisierte Primer verwendet werden und 
bei der zweiten Amplifikationsreaktion spezifische Primer verwendet werden, wobei 
die Probe eine Nukleinsauremenge entsprechend einem Aquivalent von maximal 1 00 
Zellen enthalt, dadurch gekennzeichnet, 

daB die Amplifikate mit einer Wahrscheinlichkeit von mehr als 90 % gebildet werden. 

Verfahren nach Anspruch 9, wobei als Probe eine Nukleinsauremenge entsprechend 
einem Aquivalent von maximal 10 Zellen eingesetzt wird. dadurch gekennzeichnet, 
daB die Amplifikate mit einer Wahrscheinlichkeit von mehr als 90 % gebildet werden. 

Verfahren nach Anspruch 9, wobei als Probe eine Nukleinsauremenge entsprechend 
einem Aquivalent von maximal 5 Zellen eingesetzt wird, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Amplifikate mit einer Wahrscheinlichkeit von mehr als 90 % gebildet werden. 

Verfahren nach Anspruch 9, wobei als Probe eine Nukleinsauremenge entsprechend 

einem Aquivalent von einer Zelle eingesetzt wird. dadurch gekennzeichnet, 

daB die Amplifikate mit einer Wahrscheinlichkeit von mehr als 50 % gebildet werden. 

Verfahren zur Analyse von Mikrosatelliten, welches aus zwei oder drei thermozykli- 
schen Amplifikationsreaktionen besteht, wobei wahrend der ersten Amplifikationsre- 
aktion vollstandig randomisierte Primer verwendet werden und bei der zweiten Am- 
plifikationsreaktion spezifische Primer verwendet werden, wobei die Probe eine Nu- 
kleinsauremenge entsprechend einem Aquivalent von maximal 100 Zellen enthalt, da- 
durch gekennzeichnet, 
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daB die Amplifikate beider Allele mit einer Wahrscheinlichkeit von mehr als 90 % ge- 
bildet werden. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, wobei als Probe eine Nukleinsauremenge entsprechend 
einem Aquivalent von maximal 10 Zellen eingesetzt wird. dadurch gekennzeichnet, 
daB die Amplifikate mit einer Wahrscheinlichkeit von mehr als 90 % gebildet werden. 

Verfahren nach Anspruch 13, wobei als Probe eine Nukleinsauremenge entsprechend 
einem Aquivalent von maximal 5 Zellen eingesetzt wird, dadurch gekennzeichnet, dafl 
die Amplifikate beider Allele mit einer Wahrscheinlichkeit von mehr als 50 % gebildet 
werden. 




Zusammenfassung 



Die Erfindung betrifft einVerfahren zur Amplifikation von Nukleinsaurefragmenten aus einer 
Probe ? das aus zwei oder drei thermozyklischen Amplifikationsreaktionen besteht, wobei 
wahrend der ersten Amplifikationsreaktion vollstandig randomisierte Primer verwendet wer- 
den und bei der zweiten Amplifikationsreaktion spezifische Primer verwendet werden, wel- 
ches sich dadurch auszeichnet. daB zur Amplifikation der DNA eine Mischung aus mindestens 
zwei DNA Polymerasen eingesetzt wird, von denen mindestens eine Polymerase Proofreading 
Aktivitat besitzt. Auf diese Weise kann DNA aus Einzelzellen oder Zellklonen mit geringer 
Zellzahl zur Mutationsanalyse verwendet werden. 
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